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RESUMO

A candidiase é uma doenga comumente diagnosticada na cavidade bucal de pacientes usuarios de
protese total esta € uma infecgdo fungica e causada por leveduras do género Candida. Para o
tratamento desta infeccdo sao utilizados diversos agentes antifungicos, porém as limitagdes
terapéuticas, baixa eficacia, e a elevada toxicidade sao fatores importantes para a busca por uma
alternativa viavel para o tratamento dessa infec¢do. Devido a importancia clinica das candidoses orais
é fundamental a investigacdo de novas terapéuticas. Diante dessa necessidade a pesquisa com
plantas medicinais como Rhaphiodon echinus tem sido promissora. Neste contexto, este trabalho
teve por objetivo investigar a possivel atividade antifungica da fase acetato de etila da Rhaphiodon
echinus sobre cepas de Candida Albicans, Candida Krusei e Candida tropicallis através da
determinagé@o da concentragao inibitéria Minima (CIM) sobre a técnica de microdiluicdo em caldo.
Para isso foram utilizadas 100 ul do meio liquido caldo Sabouraud dextrose duplamente concentrado,
em seguida 100ul da fase de Rhaphiodon echinus na concentragao inicial de 2048 ug/mL dispensado
na primeira fileira da placa e por diluigdo seriada em razao de dois foram obtidas as concentracées de
1024 até 4 pg/mL por udltimo 10 pl do indculo das cepas fungicas. Como resultado obteve-se a CIM
variando de 256 ug/mL a 1024 ug/mL, visto que obteve para todas as cepas uma CIM 50% de 512
pg/mL, portanto este produto apresenta alta efetividade para inibir o crescimento flngico, porém sao

necessdarias mais pesquisas para se saber qual o seu mecanismo de acao.

Palavras-chave: Produtos naturais; Fitoterapia; Candida, Odontologia.



ABSTRACT

Candidiasis is a disease commonly diagnosed in the oral cavity of patients using total prosthesis. This
is a fungal infection caused by yeasts of the genus Candida. Several antifungal agents are used for
the treatment of this infection, however, therapeutic limitations, low efficacy and high toxicity are
important factors for the search for a viable alternative for the treatment of this infection. Due to the
clinical importance of oral candidoses, it is essential to investigate new therapies. Faced with this
need, research with medicinal plants such as Rhaphiodon echinus has been promising. In this context,
the objective of this work was to investigate the possible antifungal activity of the ethyl acetate phase
of Rhaphiodon echinus on strains of Candida Albicans, Candida Krusei and Candida tropicallis by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) on broth microdilution technique. For this
purpose, 100 ul of the doubly concentrated liquid Sabouraud dextrose broth medium was used, then
100 pl of the Rhaphiodon echinus phase at the initial concentration of 2048 ug / ml dispensed in the
first row of the plate and by serial dilution in two ratios the concentrations of 1024 to 4 ug / mL and last
10 pl of the inoculum of the fungal strains. As a result, MICs ranged from 256 ug / mL to 1024 ug / mL,
as it obtained a 50% MIC of 512 pg / mL for all strains, so this product has high effectiveness to inhibit
fungal growth, however research is needed to know what its mechanism of action is.

Keywords: Natural products; Phytotherapy; Candida, Dentistry.
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1. INTRODUCAO

Cerca de 700 espécies de micro-organismos coabitam de forma harménica a
cavidade bucal dos seres humanos. Dentro desta complexa comunidade microbiana
encontra-se o género Candida spp. Quando ocorre um desequilibrio nessa relacao,
a Candida, que antes era comensal, passa a ser um patégeno oportunista dando
origem ao que chamamos de candidiase bucal, doenga comumente encontrada na
rotina odontolégica principalmente de individuos portadores de proétese total
(MCLNTYRE, 2001; PASTER et al., 2006).

A candidiase é umas das principais infecgbes da cavidade bucal e uma das
causas do aumento de mortalidade, morbidade e tempo nas internacdes
hospitalares em Unidade de Terapia Intensiva, uma vez que esses pacientes
normalmente sdo submetidos a tratamentos imunossupressores. Além disso, a
higiene bucal inadequada desses pacientes faz com que haja o aumento da
proliferacdo desses microrganismos oportunistas, afetando a sua recuperagao
(PIRES et al., 2011).

Os principais farmacos utilizados no tratamento da candidiase séao
antifungicos de uso local e sistémico dos grupos azdéis como o fluconazol e os
polienos como a nistatina porém, o aumento da resisténcia devido ao uso
indiscriminado, a baixa eficacia, o alto custo e a elevada toxicidade séo fatores
importantes para a busca por uma nova alternativa para o tratamento dessa
infeccdo. Diante disso, o uso dos produtos naturais tem sido uma opcdo como
substituto das terapias convencionais (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULO, 2008;
NIIMI; FIRTH; CANNON, 2010).

Atualmente a Fitoterapia é bastante aplicada com finalidades de prevencao e
tratamento de diversas doencgas. Diante deste contexto 0 conhecimento popular tem
orientado os estudiosos na busca por novas substancias com atividade
farmacolégicas, a exemplo da Rhaphiodon echinus, pertencente a familia lamiacea,
Unica planta que representa o género Raphiodon, tipica da caatinga , ela é
conhecida popularmente como flor de urubu ou beténica sendo amplamente usada
no tratamento de infecgdes do trato genitounitario e cavidade bucal (MENEZES et
al., 1998; MACHADO et al., 2003; ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007;
TORRES et al., 2009).
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Sendo assim, é de fundamental importancia a investigacao sobre a atividade
terapéutica dos produtos naturais a fim de que possam ser utilizadas de forma
adequada, com as corretas indica¢des, posologia e via de administragdo para serem
administradas com baixa toxicidade, efeitos colaterais minimos, alta
biodisponibilidade e eficdcia. Com base nessas informagdes este trabalho teve como
objetivo investigar a atividade antifungica da fase acetato de etila da Rhaphiodon
echinus sobre cepas de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica in vitro fase acetato de etila da Rhaphiodon
echinus contra cepa de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Investigar a concentracdo inibitéria minima da fase acetato de etila da

Rhaphiodon echinus sobre as cepas de Candida albicans;

e Avaliar a concentracdo inibitéria minima da fase acetato de etila da

Rhaphiodon echinus sobre as cepas de Candida tropicalis;

e \Verificar a concentragdo inibitéria minima da fase acetato de etila da
Rhaphiodon echinus sobre as cepas de Candida krusei.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 ETIOLOGIA, FISIOPATOLOGIA E FATORES DE RISCO DA CANDIDIASE

A candidiase (Figura- 1) € um grupo de doengas que compartilham o género
Candida como agente etiolégico. Embora a Candida albicans seja a mais prevalente
em infec¢des orais causadas por fungos, outras espécies foram isoladas dentre elas,
Candida krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida kefyr e Candida
glabrata (MCLNTYRE, 2001).

A céandida € um fungo oportunista encontrado na microbiota residente do ser
humano. Geralmente, a candidiase ocorre quando ha um desequilibrio entre trés
fatores: a protecdo do hospdeiro, viruléncia do fungo e alteracées locais
(CORONADO-CASTELLOTE L, JIMENEZ-SORIANO, 2013).

Quanto aos fatores predisponentes ao hospedeiro podemos citar:
depresséo no sistema imune, alteragdes metabdlicas, antibioticoterapia prolongada,
quimioterapia, comprometimento da barreira cutanea ou mucosa, etc.(PFALLER,
2007).

Dentre os fatores locais mais comuns, encontram-se: uso de préteses mal
adaptadas, mal higienizadas ou de uso continuo, uso aparelhos ortodonticos,
xerostomia, tabagismo, respiracdo bucal e fatores mecénicos (JORGE, 1997;
STRAMANDINOLLI, et al., 2010; TARCIN, 2011).

Quanto aos fatores envolvidos na viruléncia do fungo destacam-se a
presenca de glicoproteinas que sao responsaveis por sua adesdo aos receptores
celulares presentes nas membranas do hospedeiro, a presenca dos tubos
germinativos e da fosfolipase C que facilitam a proliferacdo do fungo, invasao e
destruicao tecidul. Polissacraideos produzidos pelos fungos podem suprimir a
resposta imune do hospedeiro, além disso, a capacidade de formar biofilmes
permitem a estes a capacidade de se defenderem contra o sistema imune do
hospedeiro e a resistirem as terapias antifUngicas (RAMAGE, et al.,, 2005;
CORONADO-CASTELLOTE; JIMENEZ-SORIANO, 2013).

A transicao entre as formas de levedura e hifa, a capacidade de se adaptar
as alteracées ambientais como variagées do pH ambiental, baixa disponibilidade de
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nutriente tornam estas espécies capazes de resistirem a condicoes ambientais
indspitas  (MAYER; WILSON; HUBE, 2013; DANTAS et al., 2016).

Quando a candidiase se dissemina pela via hematogénica passa a ser
chamada de candidemia o que deixa ser uma infecgao local e passa a ser sistémica
tornando-a de dificil resolutividade, podendo progredir para uma endocardite e
comprometimento do sistema nervoso central, surgimento de lesdes cutaneas
apresentando-se como uma infecgcao grave ou mesmo fatal, dependendo do grau de
comprometimento do individuo (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; SIQUEIRA et al.,
2014).

Figura 1- Candida spp.

Fonte: pisponivel em: http:/www.asm.org/

3.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DA CANDIDIASE BUCAL

Classificam-se as manifesta¢des orais da candidiase em 7 tipos diferentes:
Pseudomembranosa, eritematosa, candidiase atréfica, queilite angular, estomatite
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protética, candidiase hiperplasica crénica e a candidiase Mucocutanea (NEVILLE et
al., 2016).

A candidiase pseudomembranosa (Figura- 2) € comumente encontrada na
pratica clinica, apresenta-se como uma placa esbranqui¢cada que aos ser removido
por raspagem apresenta um leito eritematoso, € mais frequentemente encontrada
em pessoas sistema do sistema imunoldégico comprometido ou que foram
subemtidas antibioticoterapia prolongada de amplo espectro. Pode ser assintomatica
ou apresentar leve sensacao de queimacao e sabor desagrdavel (MUZYCA, 2005;
TARCIN, 2011; NEVILLE et al., 2016).

A candidiase eritematosa (Figura- 3) é a mais frequente das candidiases
podendo passar despercebida por ndo apresentar um aspecto classico como a
anterior. Apresenta-se como uma &rea avermelhada extensa ou pontual. Possui
varias manifestagbes clinicas como: candidiase atréfica aguda, glossite romboidal
mediana, candidiase multifocal crénica, queilite angular e estomatite protética
(WEBB et al. ,1998).

A candidiase atrofica aguda pode ser assintomatica ou paciente pode
apresentar uma sensacao de queimacao devido a perda das papilas. Ja na Glossite
romboidal (Figura- 4) mediana apresenta uma area eritematosa na linha média do
dorso da lingua devida a atrofia das papilas filiformes, normalmente assintomaticas.
A multifocal crénica é conhecida como “lesédo beijadora” porque devido o contato de

uma area, a outra é contaminada (NEVILLE et al., 2016).

A queilite angular (Figura- 5) ocorre principalmente em paciente idosos devido
a perda da dimensao vertical que propicia uma umidade frequente na area de
comissura labial devido a presenca da saliva (ALMEIDA; MELO; LIMA, 2007).

A estomatite protética (Figura- 6) € uma infeccdo comum em &reas
subjacentes a prétese na maioria dos casos é assintomatica. Entre os fatores locais
associados estdo a ma adaptacdo, a ma higienizacdo e o uso continuo da
protese(GENDREAU; LOEWY, 2011).

Candidiase hiperplasica crénica ou leucoplasia por Candida, é definida por

alguns autores como uma candidiase sobreposta a uma leucoplasia preexistente, ja
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outros que a candida pode induzir a formacdo de uma &rea hiperceratosa
(SAMARANAYAKE; KEUNG LEUNG; JIN, 2009).

A Candidiase Mucocutanea esta relacionada a uma desordem severa do
sistema imunolégico que afeta pele e mucosa, podendo estar associada a um
disturbio enddcrino, anemia ferropriva e alteracao imunolégica (REGEZI; SCIUBBA,
2000).

Figura 2- Aspecto clinico: candidiase pseudomembranosa

Fonte: MUSBED, 2011

Figura 3- Aspecto clinico: candidiase eritematosa

Fonte: Faculdade de Odontologia da UFRGS.



Figura 4- Aspecto clinico: glossite romboidal mediana

Fonte: Faculdade de Odontologia da UFRGS.

Figura 5- Aspecto clinico: queilite angular
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Fonte: Facld

Figura 6- Aspecto clinico: estomatite protética

Fonte: MUSBED, 2011
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3.3 TRATAMENTOS DA CANDIDIASE

Para o tratamento adequado da candidiase € necessaria uma analise
minuciosa da histéria médica do paciente, pois além de auxiliar no diagndstico,
permite também a identificacdo dos fatores predispontes, j& que o diagndstico
correto e a remogado desses fatores aumentam a chance de cura e reduz as
recidivas. A escolha da droga é determinada por diversos fatores que incluem
histéria medica, gravidade, sintomas, etc. As principais classes de antifungicos
utilizados para o tratamento das infeccdes fungicas sado: polienos e os azbis
(TARCIN, 2011).

Os dois polienos usados nos tratamentos da candidiase sdo a nistatina e a
anfotericina-B, sendo a nistatina o mais utilizado. A nistatina pode atuar como
fugicida e fungistatico. Dependendo das concentacdes administradas, ela age se
ligando ao ergosterol presente na membrana plasmatica aumentando a
permeabilidade da membrana, o esvaziamento dos componentes celulares levando
a morte celular. Ela ndo é absorvida oralmente e é extremamente tdxica por via
parenteral. Suas férmulas de apresentacdo sdo: cremes, comprimidos, pastilhas,
géis, suspensoes, bochechos. O tratamento dura em torno de 7 a 14 dias, com a
permanéncia do tratamento de 2 a 3 dias apds a remissado dos sintomas pra reduzir
as chances de recidiva. Em pacientes portadorees de protese dentaria deve ser feita
uma orientacdo quanto a higienizacao da protese e o uso continuado e avaliar a
necessidade de ajustes na protese (SAMARANAYAKE; KEUNG LEUNG; JIN, 2009;
HUBER; TEREZHALMY, 2011; TARCIN, 2011).

A anfotericina-B apresenta o meanismo de agdo semelhante a nistatina. As
formas de apresentacdo sdo a pomada, suspensdes, cremes, pastilhas, e a de uso
parenteral. Esta ultima é reservado, para casos sistémicos graves ja que um dos
efeitos adversos da droga é a nefrotoxicidade ocorrendo em cerca de 50% a 90%
dos casos (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003; SAMARANAYAKE; KEUNG
LEUNG; JIN, 2009; HUBER; TEREZHALMY, 2011).

Os azéis sao classificados em imidazois e triazdis. Exemplo de imidazédis sao
o clotrimazol, o miconazol e o cetoconazol e de triaz6is sdo o fluconazol, o
itraconazol, o voriconazol e o posaconazol e o isavuconazol (PAPPAS et al., 2015).
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O clotrimazol apresenta atividade atifungica de amplo espectro. Na forma de
creme € indicado para o tratamento da queilite angular e pode ser aplicado nas
comissuras labiais trés vezes por dia. O miconazol também apresenta um amplo
espectro e seu mecanismo de agdo inclui alterar a adesédo do fungo. Além disso,
inibe a formacdo de tubos germinais e de micélios. O cetoconazol tem como
principal indicacdo a candidiase secundaria. Este € um farmaco que é bem
absorvido devido a sua afinidade ao PH &cido. Os principais efeitos adversos
incluem intolerdncia gastrointestinal, nduseas e vomitos. (SAMARANAYAKE;
KEUNG LEUNG; JIN, 2009).

Os triazois (fluconazol, o itraconazol, o voriconazol e o posaconazol e o
isavuconazol) apresentam atividade semelhante contra a maioria das espécies de
Candida spp. O fluconazol bloqueia a enzima esterol 14-demetilase e promove
danos a membrana plasmatica e ,consequentemente, a morte celular. Ele apresenta
uma étima absorcao pelo trato gastrointestinal. Como ndo é metabolizado pelo corpo
humano é excretado pelo rim sem alteracdes e tem alta absorcéo sistémica. Devido
a isso € amplamente utilizado na terapia de pacientes com a sindrome da
Imunodeficiéncia (HUBER,; TEREZHALMY, 201 1).

O itraconazol é indicado para pacientes em que o tratamento com fluconazol
nao obteve resultados satisfatério. Este farmaco tem um amplo espectro de
atividade, incluindo Candida spp. (SAMARANAYAKE; KEUNG LEUNG; JIN, 2009).

Voriconazol € eficaz tanto para a candidiase mucosa como para a invasiva.
Ele Tem sido usado para o tratamento das afecc¢des orais em que a C. krusei foi
resistente ao fluconazol. A biodisponibilidade oral de voriconazol ndo é alterada pelo
pH gastrico, porém ha uma diminuigdo na absorcdo ao ser administrado
concomitantemente a alimentos. O posaconazol € um antifungico de segunda
geracao com amplo espectro. Apresenta alta afinidade pelas proteinas plasmaticas,
0 que sugere uma ampla distribuicdo para os tecidos. E eliminado nas fezes e urina
e cerca de 66% é eliminado sem alterac6es metabdlicas (VAN DER PLAS, 2016).

3.4 PRODUTOS NATURAIS E PESQUISAS SOBRE ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Farmacos de uso tépico como a nistatina e o fluconazol tém sido utilizados no

tratamento da candidiase, porém a dissolucao pela saliva, a movimentacao da
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lingua e da musculatura bucal normalmente reduzem a dose e as concentracoes
dessas substancias, fazendo com que o tratamento seja prolongado e haja aumento
nas dosagens e nas recidivas, dificultando assim a ades&o do paciente ao
tratamento. A maior dificuldade associada a utilizacdo dos medicamentos
antifangicos € a resisténcia, principalmente devido ao uso indiscriminado. Devido a
isso tem aumentado a procura por novas substancias que sejam mais eficientes,
menos toxicas, com menos efeitos colaterais, baixo custo maior disponibilidade
(OLIVEIRA, 2014).

Tendo em vista a necessidade da busca por novas terapéuticas a pesquisa
com plantas medicinais tem sido promissora. As substancias liberadas pelas plantas
medicinais durante o seu metabolismo secundario sdo conhecidas por atuarem
diretamente ou indiretamente sobre as diversas células do organismo humano. O
aumento pelo interesse nas plantas medicinais tem crescido e uso popular medicinal
tem guiado as pesquisa ao encontro de novas substancias com propriedades
terapéuticas. Como qualquer outro medicamento, necessita de estudos que
esclarecam informacdes a respeito da eficacia, dos seus efeitos adversos, de sua
biodisponibilidade, etc. (CALIXTO, 2005; ARAUJO et al., 2007).

Devido a grande diversidade da flora brasileira tem crescido a busca por
produtos naturais pela industria. No Brasil, foram investigados extratos e 6éleos
essenciais de cerca de 80 espécies medicinais de uso popular frente a atividade
antibacteriana, e antifungica indicando que a pesquisa com plantas medicinais tem
sido promissora por apresentar diversas propriedades que podem ser usadas com
finalidades terapéuticas (DUARTE, 2005).

As plantas da familia Lamiaceae pertencem a ordem Tubiflorae Lamiales.
Atualmente no Brasil, existem 32 géneros e 496 espécies. Estas espécies ja
apresentam diversas propriedades biolégicas relatadas na literatura. As substancias
produzidas pelas plantas durante o seu metabolismo secundario podem apresentar
diferentes atividades bioldgicas, muitas dessas plantas sao utilizadas para tratar
doencas infecciosas de grande importancia médica, confirmando o fato de que
produtos naturais sdo candidatos potenciais efetivos para o desenvolvimento de
estratégias para tratar infecgdes (LORENZI; MATOS, 2002; MACHADO, 2003;
HARLEY, 2012; SANTIN, 2013).
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Muitas espécies da familia Lamiaceae, apresentam um grande numero de
metabdlitos secundarios, sendo amplamente usado pela populacdo devido suas
propriedades terapéuticas. Um representante da familia Lamiaceae na Caatinga é o
género Rhaphiodon, constituido de uma Unica espécie, a Raphiodon echinus
(Figura- 7) conhecida popularmente como flor de urubu € comumente encontada na
vegetacdo da catinga nos estados do Nordeste brasileiro. E uma erva com flores
roxas e folhas longas de cabeca esférica. Na medicina popular a infusdo das folhas
de Raphidon echinusis sao utilizadas para diversos fins terapéuticos como no
tratamento da tosse, inflamacao da cavidade bucal, infecgbes no trato geniturinario.
Estudos mostraram que o R. echinus apresenta atividades antimicrobiana,
antiinflamatdria e analgésica e que suas propriedades podem ser atribuidas a sua
atividade antioxidante. (MENEZES et al., 1998; TORRES et al., 2009).

Em um estudo relizado com a associ¢cdo do oléo essencial de R. echinus
com alguns antifungicos com a nistatina e o fluconazol nas cepas de Candida
albicans, C. krusei e C. Tropicalis, houve uma associacdo antagodnica significativa
entre o éleo essencial e a nistatina em comparacao com a nistatina isolada. Nenhum
efeito sinérgico foi observado entre o 0leo essencial e a nistatina contra C. Krusei e
C. Tropicalis. Porém, na presencga do fluconazol mostrou acéo sinérgica contra a C.
krusei e C. tropicalis em comparagdo com o fluconazol sozinho (MENEZES et al.,
1998).

Considerando a resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida
frente as terapias convencionais, € necesséaria a busca de novos compostos com
atividade antifungica. Desta forma os produtos de origem vegetal denotam de
grande importancia, devido a facilidade ao acesso e o baixo custo, porém é
necessario avaliar a real possibilidade de aplicacdo destes produtos na prevencéo e
tratamento das doencas infecciosas sendo necessaria a realizagdo de estudos de
cunho toxicolégico e clinico para que estes farmacos possam ser usado com
segurancga (LIMA, 2006).



Figura 7- Raphiodon echinus

Fonte: ALEX_POPOVKIN, 2007
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RESUMO

A candidiase é uma doenca comumente diagnosticada na cavidade bucal de pacientes usuarios de protese total. Para
seu tratamento sao utilizados diversos agentes antifiingicos, porém as limitacoes terapéuticas, baixa eficacia, e a
elevada toxicidade sio fatores importantes para a busca por uma alternativa viavel para o tratamento dessa infeccao.
As pesquisas com plantas medicinais tem sido promissoras por apresentarem substincias bioativas capazes de inibir o
crescimento ou causar a mortalidade de microorganismos. A Raphiodon echinus comumente encontrada na caatinga é
usada popularmente no tratatamento da tosse, inflamacao da cavidade bucal, infec¢des no trato geniturinario. Diante
da necessidade do conhecimento cientifico a respeito das propriedades presentes nas plantas medicinias este trabalho
teve por objetivo investigar a possivel atividade antiflingica da fase acetato de etila da Rhaphiodon echinus sobre
cepas de Candida Albicans, Candida Krusei e Candida tropicallis utilizando o método de determinacio da concentracio
entre 256 pg/mL a 1024 pg/mL, apresentando todas uma CIM 50% de 512 pg/mL, portanto este produto apresentou
alta efetividade para inibir o crescimento fiingico, porém sio necessarias mais pesquisas para se saber qual o seu

mecanismo de acio.
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PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais; Fitoterapia; Candida, Odontologia

ABSTRACT

Candidiasis is a disease commonly diagnosed in the oral cavity of patients with total prosthesis. Various antifungal agents are
used for its treatment, however, therapeutic limitations, low efficacy, and high toxicity are important factors in the search for
a viable alternative to the treatment of this infection. Research on medicinal plants has been promising because it contains
bioactive substances capable of inhibiting growth or causing mortality of microorganisms. Raphiodon echinus commonly
found in the caatinga is popularly used in the treatment of cough, inflammation of the oral cavity, infections in the
genitourinary tract. In view of the need for scientific knowledge regarding the properties present in medicinal plants, this
work aimed to investigate the possible antifungal activity of the ethyl acetate phase of Rhaphiodon echinus on strains of
Candida Albicans, Candida Krusei and Candida tropicallis using the concentration determination method (MIC) on broth
microdilution technique. As a result, we obtained a MIC ranging from 256 pg / mL to 1024 pg / mL, all of which had a MIC
of 50% of 512 pg / mL, therefore this product showed high effectiveness to inhibit fungal growth, but more research is

needed to know which its mechanism of action

KEYWORDS: Natural products; Phytotherapy; Candida, Dentistry.

1. INTRODUGAO

Cerca de 700 espécies de micro-organismos coabitam de forma harmdnica a cavidade bucal dos seres
humanos. Dentro desta complexa comunidade microbiana, encontra-se o género Candida spp. Quando ocorre
um desequilibrio nessa relacdo a Cdndida, que antes era comensal e passa a ser um patdgeno oportunista da-se
origem ao que chamamos de candidiase bucal. Esta ¢ uma doenca comumente encontrada na rotina odontolégica

principalmente de individuos portadores de prétese total (MCLNTYRE, 2001; PASTER et al., 2006).

Os principais farmacos utilizados no tratamento da candidiase sdo antifiingicos de uso local e
sist€émico dos grupos azdis como o fluconazole, e os polienos como a nistatina. Porém a dissolucdo pela saliva, a
movimentacdo da lingua e da musculatura bucal normalmente reduzem a dose e as concentracdes dessas
substancias, fazendo com que o tratamento seja prolongado e haja aumento nas dosagens e nas recidivas,
dificultando assim a adesdo do paciente ao tratamento. Aa maior dificuldade associada a utilizacdo dos
medicamentos antiflingicos € a resisténcia principalmente devido ao uso indiscriminado. Além disso, a baixa
eficicia, o alto custo e a elevada toxicidade sdo fatores importantes para a busca por uma nova alternativa para o
tratamento dessa infeccdo. (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULO, 2008; NIIMI; FIRTH; CANNON, 2010;
OLIVEIRA, 2014).
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Tendo em vista a necessidade da busca por novas terapéuticas, a pesquisa com plantas medicinais
tem sido promissora. As substancias liberadas pelas plantas medicinais durante o seu metabolismo secunddrio
sdo conhecidas por atuarem diretamente ou indiretamente sobre as diversas células do organismo. O aumento
pelo interesse nas plantas medicinais tem crescido e uso popular medicinal tem guiado as pesquisa ao encontro
de novas substincias com propriedades terapéuticas. Embora os produtos naturais sejam considerados de menor
risco visto que sao necessdrias quantidades minimas em relacdo as drogas sintéticas, para desempenharem efeitos
terapéuticos, diminuindo a toxicidade. (SMET, 2004; CALIXTO, 2005; ARAUJO et al., 2007).

Muitas espécies da familia Lamiaceae, apresentam um grande nimero importantes de metabdlitos
secundarios, sendo amplamente usado pela populacdo devido suas propriedades terapéuticas. Um representante
da familia Lamiaceae é o género Rhaphiodon, constituido de uma tnica espécie, a Raphiodon echinus conhecida
popularmente como flor de urubu ou betdnica, que € comumente encontrada na vegetagdo da caatinga nos
estados do Nordeste brasileiro. E uma erva com flores roxas e folhas longas de cabeca esférica. Na medicina
popular a infusdo das folhas de Raphidon echinusis sdo utilizadas para diversos fins terapéuticos como no
tratamento da tosse, inflamacao da cavidade bucal, infec¢des no trato geniturinario . Estudos mostraram que a R.
echinus apresenta atividades antimicrobiana, antiinflamatdria e analgésica e que suas propriedades podem ser

atribuidas a sua atividade antioxidante. (MENEZES et al., 1998; TORRES et al., 2009).

Diante da elevada frequéncia das candidoses orais e de sua importancia clinica é fundamental a investigacao
de alterativas terapéuticas sendo importante comprovar cientificamente os efeitos apresentados pelas plantas

medicinais, avaliar in vitro a atividade antifiingica da fase acetato de etila da Raphidon echinusis.

2. MATERIAL E METODOS

ENSAIOS IN VITRO

Substancia-teste

Para os ensaios foi utilizado o extrato das folhas de Raphiodon echinus, que foi cedido pela equipe da

Prof*. Dr*. Gabriela Lemos de Azevedo Maia, da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF).

Espécies Fiingicas

Foram utilizadas quatro cepas de Candida albicans (ATCC 76645, LM 106, LM 108 e LM 111),
previamente isoladas, identificadas e gentilmente cedidas pelo Laboratério de Micologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Sadde, Universidade Federal da Paraiba, sob a direcdo da Prof®.

Dr? Edeltrudes de Oliveira Lima.
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Todas as cepas foram mantidas em dgar Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de 4°C, sendo
utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em ASD incubados a 35 °C. No estudo da atividade
antimicrobiana foi utilizado um inéculo fiingico de aproximadamente 1 - 5 x 10° UFC/mL padronizado de acordo
com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER,
2000).

Meios de cultura

Foram utilizados os meios dgar Sabouraud dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para manutengdo dos
micro-organismos; e caldo Sabouraud dextrose - CSD (Difco Lab., USA) para os ensaios in vitro; preparados

conforme as instru¢des do fabricante.

Determinacao da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM)

A Concentragdo inibitéria minima do extrato de Raphiodon echinusda fase acetato de etila foi
determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER,
2000). Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em cada orificio da placa, foram
adicionados 100 pL do meio liquido caldo Sabouraud dextrose duplamente concentrado. Em seguida, 100 pL do
extrato na concentragdo inicial de 2048 pg/mL (também duplamente concentrado), foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma dilui¢do seriada em razdo de dois, foram obtidas as
concentragdes de 1024 a 4 pg/mL, de modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior concentragdo e na
Giltima, a menor concentragio. Por fim, foi adicionado 10 pL do indculo de aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL
das espécies flingicas nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se a uma cepa fiingica, especificamente.
As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 horas para ser realizada a leitura. A
CIM para o extrato € definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento fungico
verificado nos orificios quando comparado com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em

duplicata.

3. RESULTADOS

Nesse estudo, o método utilizado para determinar a CIM foi a microdilui¢do, apesar de existirem outros
métodos como o difusdo em dgar e macrodiluicio o método empregado foi escolhido por ser uma técnica
simples, de rdpida avaliacdo, econOmica e ter uma alta reprodutibilidade, além de permitir a utilizagdo de
pequenas quantidades de meio de cultura e diversas cepas fungicas (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF,
1998). Apartir dessa metodologia obtivemos os seguintes resultados, valores da CIM variando entre 1024 a 512
pg/mL para as cepas de Candida albicans (tabela- 1) e Candida tropicalis (tabela- 2), e para a Candida krusei
variaram entre 1024 a 256 pg/mL, sendo que a CIM 50% foi de 512 pug/mL para todas as cepas estudadas

apresentando segundo as tabelas forte atividade atifungica.



Tabela 1. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) em pg/mL da fase acetato de etila Rhaphiodon echinus contra

cepas de Candida albicans.

CEPA FUNGICA Rhaphiodon echinus
Candida albicans CIM
ATCC 76645 1024 pg/mL
LM 106 512 pg/mL
LM 108 512 pg/mL
LM 111 512 pg/mL

(-) = Sem atividade ~ Fonte: Autoria prépria

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL da fase acetato de etila Rhaphiodon echinus contra cepas
de Candida tropicalis

Rhaphiodon echinus

CEPA FUNGICA CIM

Candida tropicalis

ATCC 13803 1024 pg/mL
LM 14 512 pg/mL
LM 31 512 pg/mL
LM 36 512 pg/mL

(-) =Sem atividade  Fonte: Autoria prépria
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Tabela 3. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL da fase acetato de etila Rhaphiodon echinus contra
cepas de Candida krusei

Rhaphiodon echinus
CEPA FUNGICA CIM

Candida krusei

LM 978 256 pg/mL
LM 656 1024 pg/mL
LM 08 512 pg/mL
LM 13 -

(-) = Sem atividade =~ Fonte: Autoria prépria

4. DISCUSSAO

Segundo Sartoratto et al., 2004, produtos com CIM entre 50 e 500 pg/mL exibem forte atividade
antifingica, entre 600 e 1500 pg/mL moderada atividade antifiingica, e acima de 1500 pg/mL fraca atividade
antifingica o extrato das folhas de Rhaphiodon echinus contra cepas as de Candida albicans, Candida krusei e
Candida tropicalis apresentou uma CIM 50% de 512 pg/mL demonstrando segundo esta classificagdo forte
atividade antiflingica, para a maioria das cepas estudadas. Estes dados estdo de acordo com outros estudos onde
os autores analisaram a capacidade antifiingica do extrato hidroalcélico de Mentha arvensis, pertencente a
familia Lamiaceae, contra cepas de Candida albicans realizando trés ensaios com métodos diferentes (métodos
de difusdo em dgar, macro e microdiluicdo em caldo). O autor em questdo concluiu que o extrato de Mentha

arvensis foi capaz de inibir o crescimento das cepas fingicas de Candida albicans( LUND et al., 2012).

Resultados semelhantes foram registrados em pesquisas similares, onde revelaram que as cepas de
Candida krusei e Candida tropicalis apresentava susceptibilidade para o dleo essencial da Peumus boldus
espécie vegetal pertencente a familia Lamiaceae. Porém, neste mesmo estudo observou-se que apenas uma cepa

de C.krusei foi inibida (LIMA et al.,2006).

Em um estudo randomizado com 80 pacientes portadores de estomatite protética sobre a aplicagdo
clinica de extratos vegetais no tratamento de candidiase bucal concluiu-se que o extrato de Satureia hortensis a
1% sob a forma de gel obtiveram resultados satisfatrios no tratamento da estomatite protética por 14 dias
seguidos. O grupo experimental apresentou melhora significativa dos sintomas e contagem de colonias de
Candida spp em relac@o ao grupo controle que recebeu placebo, revelando que essa substancia pode ser eficaz no

tratamento desse tipo de candidose, assim como nosso estudo (SABZGHABAEE et al., 2012).
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Dados da literatura apontam que o extrato de plantas medicinais como a Pogostemon heyneanus
pertencente a familia Lamiaceae podem ser uma alternativa promissora no tratamento da estomatite associada a
prétese por apresentarem agdo antifingica, sendo utilizados principalmente na descontaminagdo de préteses

dentérias. Porém sio necessdrios mais estudos a respeito da toxicidade (BALLIANA, 2012).

O efeito a observado neste estudo pode ser atribuidas a atividade antioxidante presente nesta planta

5. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos na pesquisa, é possivel observar que a fase acetato de etila da Rhaphiodon
echinus apresentou propriedades que sdo capazes de inibir o crescimento frente as espécies de Candida.Sendo
assim, torna-se uma alternativa promissora para o tratamento da candidiase por que objetiva ser um método
eficaz com efeitos colaterais minimos, menor toxicidade e maior biocompatibilidade além de suprir os problemas
como resisténcia, ser de facil acesso e baixo custo. Porém, sdo necessdrios mais estudos para avaliar o
mecanismo de a¢do dessa substincia e a real possibilidade de sua aplicacdo no tratamento dessa doenga, sendo
necessaria a realizacdo de estudos de cunho toxicoldgico e clinico para que este produto possa ser usado com

seguranca.

6. AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio do Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satude, Universidade Federal da Paraiba.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados obtidos na pesquisa, é possivel observar que a fase
acetato de etila da Rhaphiodon echinus apresentou forte atividade antifungica contra
as cepas de Candida Albicans, Candida Krusei and Candida tropicallis, porém s&o
necessarios mais estudos para se saber a respeito do seu mecanismo de agao e
estabelecer sua biodisponibilidade, toxicidade efeitos colaterais, via de
administracao e posologia.

Sendo assim, a Rhaphiodon echinus tem um futuro promissor como terapia
efetiva no tratamento da candidiase bucal, podendo se tornar uma substancia
auxiliar na pratica odontologica para tratar a candidiase.
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